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摘 要 
结核病是由结核分枝杆菌感染人体的慢性传染性疾病。2015 年新增患病人
数高达 1040 万，有 140 万人死于结核病。在众多治疗结核病药物中，吡嗪酰胺
是较早发现的一线抗结核药物之一。在酸性环境下，吡嗪酰胺可以抑制巨噬细胞
内半休眠结核分枝杆菌。随着吡嗪酰胺广泛使用，耐受吡嗪酰胺的结核病危害面
广，因此吡嗪酰胺耐药突变检测的研究急需开展。针对上述问题，本文利用探针
熔解曲线分析技术对结核分枝杆菌吡嗪酰胺耐药突变检测展开研究。 
  第一章绪论，首先简要概述现今世界结核病概况，再介绍耐药结核病诊断和
治疗的方法，然后阐释本文所采用的探针熔解曲线分析技术原理及应用，最后提
出本论文的研究目的、内容及意义。 
  第二章，基于“叠瓦式”探针分布的多色探针熔解曲线分析技术，我们建立
了一种四管四色检测结核分枝杆菌吡嗪酰胺耐药突变体系。Tube A、Tube B和
Tube C 三管检测 pncA 基因突变，Tube D检测结核分枝杆菌内控 gyrA 基因。本
体系可检测耐药相关基因 pncA所有突变类型。该体系最低检测量为 50 copies / 
test。通过对广州胸科医院、福建省疾病控制中心和厦门疾病控制中心提供的 762
份结核分枝杆菌吡嗪酰胺培养标本进行基因突变检测，本体系方法与药敏结果相
比，灵敏度为 60.06%，特异性为 98.81%，与药敏结果的一致率为 81.36%；与测
序方法结果的一致率为 99.77%。本体系共检测出 99 种突变类型，包括 78 种碱
基点突变、4种插入类型和 14种缺失类型。值得一提的是，本体系检出 4份 pncA
全基因缺失标本和 4 份不均一耐药标本。本研究将结核分枝杆菌 gyrA 基因作为
内控基因，防止 pncA 基因大片段缺失标本的漏检。该体系具有操作简单，减少
样品间交叉污染，耗时短，节约成本等优点，适用于临床检测。 
 
关键词：耐药结核病；吡嗪酰胺；荧光探针熔解曲线分析；pncA 
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Abstract 
  Tuberculosis (TB) is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium 
tuberculosis (MTB) infection. In 2015, an estimated 10.4 million people developed 
TB and 1.4 million died from the disease. Among the drugs for tuberculosis treatment, 
pyrazinamide (PZA) is one of the earlier discovered first-line anti-TB drugs. In the 
acidic environment, PZA has the unique ability to inhibit semi-dormant bacilli inside 
macrophages. However, with the wide use of PZA, the PZA-resistant TB has spread 
all over the world. Thus, the detection of the PZA-resistant mutations is urgently 
needed. In this thesis, we took advantages of the probe-based melting curve analysis 
and established a novel system to detect the PZA-resistant mutations in MTB. 
In the first chapter, we briefly introduced the current situation of tuberculosis in the 
world, followed by introduction of the diagnosis and treatment of drug-resistant 
tuberculosis. Then, the principle and application of the probe-based melting curve 
analysis was described. Finally, the purpose, content and significance of this thesis 
were proposed. 
In the second chapter, we described a novel multicolor melting curve 
analysis-based “tilling probes” scheme for the detection of PZA-resistant mutations in 
MTB. A four-tube and four-color system was established. Tube A, tube B and tube C 
were used to detect the mutations in pncA gene, and tube D was used to detect the 
internal positive control gyrA gene. Our detection system covered all mutations in the 
drug resistance-associated gene pncA. The detection limit was 50 copies / reaction. 
Six hundred and nighty five Mycobacterium tuberculosis pyrazinamide resistant or 
sensive culture samples were from Guangzhou Chest Hospital, Fujian Disease Control 
Center and Xiamen Disease Control Center. The sensitivity was 60.06% and the 
specificity of was 98.81% when compared with the durg-susceptibility test. The 
concordance between the detection system and the durg-susceptibility test is 81.36%. 
The concordance between the detection system and the sequencing is 99.77%.We 
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found totally 96 mutation types, including 78 point mutation, 14 deletion types and 3 
insertion types. Notablly, we found four samples that the entire pncA gene was deleted  
and four heteroresistant samples. . By using gyrA gene as an internal positive control, 
the deletion of the entire pncA gene could be rightfully detected. Our established 
system is easy to use, both time- and cost-effectitve, has low cross-contamination, and 
could be recommended in clinical settings. 
 
Key words: drug-resistant M. tuberculosis; pyrazinamide; melting curve analysis; 
pncA 
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第一章 绪论 
第一节 结核病概况 
结核病（tuberculosis）是由结核分枝杆菌感染人体引起的慢性传染性疾病，
其传播速度快，死亡率高，严重危害人类健康，是世界上患病人数和感染人数最
多的传染病之一。早在 19 世纪，德国科学家科赫发现结核病的致病菌为结核分
枝杆菌 [1] （Mycobacterium tuberculosis， MTB），其隶属于分枝杆菌属
（Mycobacterium）。 
1.1结核分枝杆菌概况 
结核分枝杆菌是结核病的主要致病菌，属于分枝杆菌属。分枝杆菌由结核分
枝杆菌复合群（Mycobacterium tuberculosis complex，MTBC）、非结核分枝杆菌
（Nontuberculous Mycobacteria，NTM）和麻风分枝杆菌（Mycobacterium leprae）
这三大菌群组成。结核分枝杆菌是结核分枝杆菌复合群的成员之一，该复合群还
包括牛分枝杆菌（M.bovis）、非洲分枝杆菌（M.africanum）、田鼠分枝杆菌
(M.microti)、M.caprae、M.canetti 以及 M.pinnipeddi[2]。 
结核分枝杆菌是革兰氏阳性菌，细胞壁含有大量脂类，主要是分枝菌酸，一
般不易着色，现采用 Ziehl-Neeslen 抗酸染色法。结核分枝杆菌菌体呈颗粒状，
单个排列或偶呈串珠，菌体大小 1-4μm。由于结核分枝杆菌专性需氧，对生长环
境要求较苛刻，只能在特殊培养基上才能生长，并且生长周期长，在最适条件下
每分裂一次需 16小时[3]。结核分枝杆菌 DNA多聚酶缺陷导致其转录和翻译水平
效率低，从而导致其在培养基上生长缓慢[4]。在固体培养基上，菌落呈现黄色，
粗糙、凸起和边缘不规则并且较薄等特点。在液体培养基表面生长，并形成菌膜。 
1.2流行病学概况 
结核病（TB）是一种古老并仍然在全球范围内严重威胁人类健康的疾病。
据世界卫生组织 2016 年全球结核病报告 World Tuberculosis Report 2016[5]，在
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2015 年，结核病是全球死亡原因前十名之一。特别是艾滋病高发地区，结核病
成为传染病死亡的主要原因[6,7]。结核病 2015 年新增患病人数高达 1040 万，其
中 120 万（11%）HIV 阳性；死亡人数则高达 140 万，其中 40 万人死于结核病
与艾滋病共感染[5]。发展中国家和地区据 WHO统计，2015年结核病患者人数最
多国家为印度，中国仅次于印度和印度尼西亚[5]。图 1-1 为不同国家结核病发病
的频率，其中非洲南部地区的发病率高，而发达国家发病率较低。 
我国也是全球 22个结核病高发国家之一，目前我国结核病发病人数约为 138
万，占全球的 13.3%[5]。据 2010年全国第五次结核病流行病学抽样调查报告数据
显示，城镇结核病患病率明显低于乡村，并且城镇人口患病率下降幅度也高于乡
村人口[8]。东部和中部患病率显著低于西部地区，各地区均以活动性结核类型为
主，菌阳患者次之，涂阳患者最少。2010 年全国活动性肺结核患病人数较 2000
年有所增加，活动性肺结核患者与涂阳肺结核患者中的无症状比例均比 2000 年
有较大的提高。总体而言，我国结核病的疾病负担仍然很严重，并且患病率呈现
明显的地区差异性，这与地区经济发展有一定关系[8]。 
 
 
图 1-1：2015年全球结核病患者发病率[5] 
Figure 1-1:Estimated TB incidence rates, 2015 
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1.3 结核病病原学的诊断 
结核病的病原学诊断主要分为常规细菌学诊断方法、免疫学诊断方法和基因
诊断方法三类，其中常规分离培养法是结核病病原学诊断的 “金标准”[6,7]。 
常规细菌学诊断方法包括痰涂片显微镜镜检和分离培养法。痰涂片法是由科
赫 1882 年首次提出发现病例的标准和检测技术，痰涂片镜检法仍然是诊断结核
病最常用的方法之一，对于一些结核高负担国家甚至是唯一的检测方法[9]。但该
方法难以区分 NTM 引起假阳性[10]，灵敏度较低，导致 50%的结核病例漏检，特
别是儿童结核病患者[11]和 HIV 携带者患结核病[12,13]。分离培养法是结核病诊断
的 “金标准”[6,7]，其灵敏度高于镜检法，并且还可以进一步进行菌种鉴定和药
敏试验。根据培养基类型的不同，分离培养法分为固体培养和液体培养[14]。固体
培养成本低，培养成功率高，直接观察菌落形态便能得到初步鉴定。但由于受到
结核分枝杆菌生长周期慢的限制，常规改良罗氏培养基需要 4-6周才能得到鉴定
结果，因而结果滞后于临床诊治的需要，并且操作繁琐，则很难及时有效地为临
床医生提供指导[4]。液体培养方法在很大程度上弥补了固体培养耗时长的缺点，
但即使是液体全自动培养系统也仍需 10天，Shady Asmar等人进行优化后耗时仍
需 5 天[15]。并且液体培养费用昂贵[16]，培养基污染机会较大和样本适用类型限
制等因素也制约该方法在基层的应用和推广[17]。 
免疫学诊断方法原理是建立在结核病患者免疫反应特点基础之上，判定活动
性结核和非活动性结核病的一项重要指标是血液中特异性细胞因子或抗体含量，
该含量也有助于对抗结核药物疗效的评估[18,19]。免疫学诊断分子标志物包括结核
分枝杆菌不同生长时期的分泌蛋白、人体感染发病产生的特异性细胞因子等[20]。
免疫学诊断分为体液免疫诊断和细胞免疫诊断。但由于不同结核分枝杆菌有不同
的抗原特性，并且存在较多交叉抗原，从而在一定程度上限制体液免疫诊断技术
的发展[21,22]。结核病细胞免疫诊断方法包括结核菌素皮肤试验（PPD）、致敏 T
细胞的 γ-干扰素释放试验（Interferon Gamma Release Assay，IGRA）等，其中 γ-
干扰素释放试验具有高特异性，灵敏度高达 80%，并且可用于检测潜伏性结核感
染[23]等优点，近年来得到大力推广；但该方法操作过程繁琐，检测价格高昂[24,25]。 
随着分子生物学技术不断发展，并且快速诊断技术不断成熟，基因诊断在临
床中的地位也越来越重要。聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）
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是结核分枝杆菌的基因诊断主要技术之一。MTB 基因组中有很多插入序列，
IS6110是最常见的插入序列。IS6110 拷贝数在不同菌株中差异很大，因而可以利
用 IS6110拷贝数差异对菌型进行鉴定[26,27]。除 IS6110外，16S rRNA 和 rpoB等
基因也常用于对结核分枝杆菌的检测。目前，国内市面上已出现多种试剂盒用于
快速检测结核分枝杆菌。 
1.4结核病的治疗和防控措施 
人类结核病在抗结核药物发明前肆意蔓延，抗结核药物为遏制全球结核病的
传播作出了重要的贡献。链霉素是最早出现的有效抗结核药物[28]。链霉素、吡嗪
酰胺、异烟肼、乙胺丁醇和利福平是治疗结核病的一线药物，其优点为价格低廉，
并且药效好。根据WHO 推荐治疗方案，对于初次就诊患者，在未得到药敏试验
结果之前，应采用标准四药复合试剂治疗（即异烟肼、利福平、吡嗪酰胺和乙胺
丁醇）[5]。二线抗结核药物有氟喹诺酮类（氧氟沙星、斯帕沙星和加替沙星）、
氨基糖苷类（卡那霉素、阿米卡星）和多肽类抗生素（卷曲霉素、紫霉素和恩维
霉素）、 对氨基水杨酸、D-环丝氨酸类抗生素和硫脲类抗生素（乙硫异烟胺、丙
硫异烟胺） [29,30]。二线抗结核药物由于价格昂贵且副作用巨大，主要在一线抗
结核药物产生耐药性或者不能发挥作用时采用[29]。事实上，患者只要通过及时合
理的治疗，结核病治愈率可高达 90%以上[31]。 
为应对全球范围内严峻结核病问题，世界卫生组织在 2014年世界卫生大会
上提出全球结核病战略 End TB Strategy[32]，2016年WHO又对其目标进行修改，
在 2030年结核病发病人数比 2015年减少 80%，2035年发病人数比 2015 年减少
90%
[5]。同时提出三项主要策略，包括治疗潜伏性结核病患者，有效阻断结核分
枝杆菌传播路径和为儿童接种 BCG疫苗。目前，由于我国人群一般均接种 BCG
疫苗，因而我国结核病防控措施主要是控制传染源，治疗结核病患者。患者发现
策略则是以被动发现为主，主动发现为辅[8]。 
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第二节 耐药结核病及其诊断 
2.1结核病耐药概况 
结核病严重危害人类健康，人类在与其抗争过程中推动抗生素药物的发展。
链霉素是最早出现的有效抗结核药物[28]。链霉素、吡嗪酰胺、异烟肼、乙胺丁醇
和利福平是治疗结核病的一线药物，其优点为价格低廉，并且药效好。但是从上
世纪六十年代至今，由于没有新的抗结核药物出现，大部分只是在原药物的基础
上进行修饰加工，杀菌机制几乎相同，故抗结核药物作用靶点突变引起对抗结核
药物耐受，进而加剧结核病流行，并且增加耐药结核菌的出现频率[33]。 
耐多药结核病（Multidrug-resistant tuberculosis，MDR-TB）指由至少对异烟
肼和利福平耐药的结核分枝杆菌引起的结核病。2016年 5月，WHO发布指南，
只要对利福平耐药的结核病，无论其他药是否耐药，均用耐多药结核病方案治疗
[5]。据世界卫生组织 2016年全球结核病报告 World Tuberculosis Report 2016，2015
年约有 58 万 MDR / RR-TB 新增病例，其中 83％为耐多药结核病例[5]。在新增
48 万耐多药结核病例中，全世界病例数最多的三个国家为是中国，印度和俄罗
斯联邦（占总数的 45%）（图 1-2）。2015 年，大约有 25 万人死于耐多药结核病
[2]。目前，世界上甚至出现了完全耐药结核病（Totally durg-resistant tuberculosis，
TDR-TB），该结核病在印度、伊朗和意大利发现[34-36]。 
2015 年，中国居于新增耐多药结核病例国家首位，我国结核病耐多药情况
形势严峻[5]。早在 2003 年，总耐药率已高达 42.5%，其中初始耐药率为 27.9%，
获得性耐药率为 68.1%。据 2010 年全国第五次结核病流行病学抽样调查报告数
据显示，结核分枝杆菌对一线药物的任一耐药率为 36.8%，初始患者为 36.9%，
复治患者为 35.9%。患者耐多药率为 6.8%，呈上升趋势，广泛耐药发病率为
0.68%
[8]。因此，急需研发一种快速、简便、准确的结核病耐药诊断检测方法。 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 绪论 
9 
 
 
图 1-2：2015年新增耐多药和耐利福平结核患者比率[5] 
Figure 1-2:Percentage of new TB cases with MDR/RR-TBa，2015 
 
2.2耐药结核病的诊断 
临床医生用药有赖于抗结核药物药敏试验结果 [37,38]，治疗方案的正确性对患
者的治愈具有相当重要的意义 [39]。同时，有效遏制耐药结核分枝杆菌的传播，
进一步降低其发病率。由于医生需要准确快速作出治疗方案，故急需研发一种快
速、简便、准确的结核病耐药诊断检测方法[40]。目前，现有的检测方法可分为传
统药敏试验方法和耐药基因检测方法 [41,42]。 
2.2.1传统药敏试验方法 
固体培养基药敏试验是传统药敏试验方法之一，是WHO全球耐药监测项目
中推荐的标准药敏试验方法，也是我国各级实验室三十多年来普遍使用的方法。
该方法采用罗氏固体培养基，原理即通过对比含有检测药物的培养基与对照空白
培养基的结核分枝杆菌的生长情况，用比例表示来判断菌株是否对该药物耐药。
当耐药百分比大于 1%，则判定该受试菌对该抗结核药物耐药[16]。该方法的缺点
是由于结核分枝杆菌生长周期慢，因而结果滞后于临床诊治的需要，并且常规药
敏试验操作繁琐，结果受多种因素影响，可重复性较差，则很难及时有效地为临
床医生提供用药指导。 
近年来，液体快速培养方法也得到一定程度的发展。为满足临床快速分离和
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